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Tóm tắt - Enzyme là chất xúc tác sinh học có khối lượng phân 

tử lớn, enzyme được sử dụng rộng rãi trong công nghiệp thực 

phẩm. Mới đây, các nhà nghiên cứu đã sử dụng một phương 

pháp đơn giản để tổng hợp các peptide có hoạt tính sinh học 

bằng cách thủy phân protein bằng enzyme, đặc biệt là bằng 

enzyme cố định. Peptide có hoạt tính sinh học là một nhóm các 

phân tử sinh học nằm trong cấu trúc của protein và trở nên hoạt 

động sau khi phân tách khỏi protein. Trong bài báo này, nhóm 

nghiên cứu đã chế tạo được enzyme Bacillus protease cố định 

trên gel Ca-alginate. Ở điều kiện hoạt động tối ưu (pHop = 7,  

top = 50°C, τop = 35 phút), hoạt độ enzyme cố định đo được là 

180,03 IU/mg, hiệu suất cố định Bacillus protease lên chất mang 

là 84,34 %. Kết quả cố định enzyme Bacillus protease trên Ca-

alginate sẽ được sử dụng để tổng hợp các peptide ngắn có hoạt 

tính sinh học trong sữa đậu nành. 

 Abstract - Enzymes are macromolecular biocatalysts, widely used 

in food industry. Recently, the most common and simple method 

for producing bioactive peptides is enzyme hydrolysis, especially 

by immobilized enzyme. Recently, the most simple method for 

producing bioactive peptides is enzyme hydrolysis, especially by 

immobilized enzyme. Bioactive peptides are a group of biological 

molecules that are normally buried in the structure of parent 

proteins and become active after the cleavage of the proteins. In this 

paper, the research team has created the enzyme Bacillus protease 

immobilized on Ca - alginate. Under optimal conditions (pHop = 7, 

top = 50°C, τop = 35 minutes), the activity of the immobilized 

enzyme was measured at 180.03 IU/mg, and the efficiency of 

immobilizing Bacillus protease onto the carrier was 84.34%. These 

results of the immobilized enzyme Bacillus protease on Ca-alginate 

will be used to produce bioactive short peptides in soybean milk. 

Từ khóa - Bacillus subtilis; enzyme protease; điện di Zymogram; 

enzyme cố định; sự thủy phân 
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1. Đặt vấn đề 

Enzyme cố định là enzyme được cố định vật lý vào một 

số vị trí xác định trên chất mang, vẫn giữ được hoạt tính 

xúc tác như enzyme tự do và có thể sử dụng lại nhiều lần. 

Enzyme cố định có nhiều ưu điểm hơn so với enzyme tự 

do. Chúng có thể được sử dụng lặp lại nhiều lần trong thời 

gian dài, không tan và không lẫn vào sản phẩm cuối nên 

không ảnh hưởng đến màu sắc và hương vị của sản phẩm. 

Khi dùng enzyme cố định cũng có thể nhanh chóng dừng 

phản ứng khi cần thiết bằng cách loại bỏ enzyme khỏi hỗn 

hợp phản ứng. Chúng cũng khá bền với các yếu tố như 

nhiệt độ, pH, và dung môi hữu cơ. Tuy nhiên, việc sử dụng 

enzyme cố định cũng có một số hạn chế. Chúng có thể gặp 

phải sự hạn chế trong việc chuyển khối (sự tiếp xúc enzyme 

với cơ chất tại trung tâm hoạt động), có thể mất hoạt tính 

sau khi cố định, và không hiệu quả khi áp dụng cho cơ chất 

rắn. Hơn nữa, chúng có thể mất đi tính thích nghi hình thể. 

Tuy nhiên, những hạn chế này không đáng kể so với những 

lợi ích mà enzyme cố định mang lại. Do đó, có ngày càng 

nhiều nghiên cứu mới cũng như công nghệ mới được phát 

triển để chế tạo enzyme cố định [1]. Gần đây, các nhà khoa 

học đã áp dụng phương pháp đơn giản nhất để tổng hợp các 

peptide ngắn có hoạt tính sinh học là thủy phân protein 

nguyên thủy bằng enzyme, đặc biệt là bằng enzyme cố 

định. Peptide có hoạt tính sinh học là một nhóm các phân 
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tử sinh học nằm trong cấu trúc của protein và trở nên hoạt 

động sau khi phân tách khỏi protein đó, chúng có thể được 

sản xuất bằng cách thủy phân thực phẩm bằng enzyme như 

sữa, thịt động vật, cá, ngô, lúa mì, đậu nành và trứng. 

Peptide có hoạt tính sinh học có nhiều ứng dụng, chẳng hạn 

như hoạt tính kháng khuẩn, hạ huyết áp, chống oxy hóa, tác 

dụng hạ lipid máu, chống béo phì, khả năng liên kết khoáng 

chất, tác dụng trị đái tháo đường và chống lão hóa [2]. Việc 

lựa chọn chất mang là công đoạn rất quan trọng trong việc 

chế tạo enzyme cố định. Các polymer sinh học có thể được 

sử dụng làm chất mang để cố định enzyme vì chúng có các 

nhóm chức thích hợp và dễ dàng biến đổi hóa học. Một 

trong những chất mang thích hợp cho mục đích này là 

calcium alginate (Ca-alginate). Ca-alginate được chế tạo 

bằng phản ứng hóa học giữa sodium alginate (Na-alginate) 

với ion Ca2+ theo kiểu trao đổi ion và tạo thành 

biocomposite bền vững không tan trong nước và dễ dàng 

tạo hạt hoặc màng. Phản ứng tạo thành biocomposite Ca-

alginate được mô tả phương trình (1): 

2Na(alginate) + Ca2+ → 𝐶𝑎(𝑎𝑙𝑔𝑖𝑛𝑎𝑡𝑒)2 + 2Na+  (1) 

Ca-alginate gồm một hệ thống matrix và chính hệ thống 

này là yếu tố cơ bản để bẫy các hợp chất sinh học và tế bào. 

Chế tạo enzyme cố định trong gel alginate được công nhận 

là một phương pháp nhanh chóng, rẻ tiền, không độc hại, 

có tính tương hợp sinh học cao và enzyme có tính ổn định 
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về cấu trúc [3]. Bài báo này trình bày các kết quả chế tạo 

enzyme protease cố định lên gel Ca-alginate, khảo sát đặc 

tính xúc tác của enzyme cố định và thăm dò khả năng ứng 

dụng trong sản xuất chế phẩm sữa đậu nành có hoạt tính 

sinh học. 

2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

Giống vi khuẩn S9 được phân lập và định danh sơ bộ là 

vi khuẩn Bacillus subtilis (kí hiệu là vi khuẩn S9) tại PTN 

Công nghệ sinh học trực thuộc Trường Đại học Bách khoa 

– Đại học Đà Nẵng. Vi khuẩn S9 có đặc tính là vi khuẩn 

Gram (+) và không gây bệnh. Vi khuẩn S9 có khả năng 

sinh enzyme protease ngoại bào, enzyme này hoạt động tối 

thích ở top = 50oC và pHop = 7,5-8,5 [4]. 

Calci clorua rắn (110,99 g/moL) được đặt hàng từ 

Trung Quốc và muối sodium alginate có xuất xứ từ Nhật 

Bản, hai hóa chất này được dùng để chế tạo gel Ca-alginate. 

Các hóa chất thông dụng khác thường được sử dụng trong 

phân tích hóa sinh và vi sinh, tất cả đều đạt tiêu chuẩn dùng 

trong phân tích. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Bố trí thí nghiệm định danh chủng vi khuẩn S9 bằng 

kỹ thuật định danh phân tử 

- Nuôi cấy vi khuẩn S9 trong môi trường tăng sinh 

protease để thu sinh khối phục vụ định danh phân tử: Vi 

khuẩn S9 được nuôi cấy trên môi trường LB trong 16 giờ. 

Sau đó, huyền phù tế bào (1%, v/v) được chuyển sang môi 

trường sản xuất protease chứa 1% casein, 0,2% (NH4)2SO4; 

K2HPO4 0,1 %; 0,1 % MgSO4.7H2O; NaCl 0,05 %, pH 7,5 

và nuôi cấy liên tục ở 35°C trong 24 giờ, lắc 180 vòng/phút. 

- Định danh phân tử: DNA vi khuẩn được tách chiết 

theo phương pháp của Sambrook và cs [5]. Sinh khối tế bào 

được thu hồi bằng cách ly tâm ở tốc độ 10.000 vòng/phút 

trong 5 phút. Sau đó rửa lại bằng nước cất vô trùng để loại 

bỏ hoàn toàn môi trường nuôi cấy, hòa tan lại trong 500 µL 

đệm CTAB (100 mM Tris-HCl, pH 8; NaCl 1,4 M; EDTA 

20 mM; CTAB 2 %). Hỗn hợp này sau đó được ủ ở 65°C 

trong 10 phút. Dịch chiết tế bào chứa DNA tổng số được ly 

tâm ở tốc độ 10.000 vòng/phút trong 5 phút. DNA tổng số 

được chiết xuất và tinh sạch bằng cách sử dụng 700 µL hỗn 

hợp phenol:chloroform:isopropanol (tỷ lệ 25:24:1), vortex 

và ly tâm lạnh ở tốc độ 10.000 vòng/phút trong 10 phút, ở 

4°C. Khoảng 400 µL dịch nổi được chuyển sang ống  

1,5 mL mới và DNA tổng số được kết tủa với 800 µL 

isopropanol tinh khiết. Tiến hành rửa tủa DNA bằng etanol 

70% và hòa tan trong 50 µL nước cất vô trùng. DNA được 

kiểm tra bằng điện di trên gel agarose 1% ở 45 V trong  

30 phút. Gel được quan sát khi sử dụng đèn LED (Blue 

Light Transilluminator). 

Tiếp theo, DNA tổng số được sử dụng làm khuôn để 

khuếch đại phản ứng PCR trình tự 16S rRNA sử dụng cặp 

mồi 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') và 

1492R (5' GGTTACCTTGTTACGACTT-3). Bộ PCR bao 

gồm 6 µL hỗn hợp chính, 10 pmol cho mồi, 50 ng DNA bộ 

gen và 12 µL nước cất. Sau khi biến tính ở 95°C trong 

5 phút, chu trình PCR nhiệt bao gồm các bước biến tính ở 

95°C trong 1 phút, bắt cặp ở 55°C trong 1 phút, kéo dài từ 

72°C trong 1 phút 30 giây và lặp lại 30 chu kỳ. Phản ứng 

PCR sau đó được ủ ở 72°C trong 10 phút. Sản phẩm PCR 

được kiểm tra bằng điện di trên gel agarose 1%. 

Sản phẩm PCR là trình tự nucleotide thông qua 

Firstbase (Malaysia). Trình tự nucleotide được so sánh với 

dữ liệu trên ngân hàng gen. Cây tạo ra một loài được xây 

dựng bằng Phần mềm Mega X [6]. 

2.2.2. Bố trí thí nghiệm xác định khả năng sinh tổng hợp 

protease ngoại bào của Bacillus sp. S9 và khối lượng phân 

tử của enzyme protease ngoại bào bằng zymogram 

Sau khi định danh được vi khuẩn S9 là Bacillus sp. S9 

tiếp tục thực hiện các thí nghiệm: 

- Kiểm tra khả năng tổng hợp enzyme protease của 

Bacillus sp. S9 được thực hiện thông qua kỹ thuật nuôi cấy 

chấm điểm trên đĩa thạch. Vi khuẩn được nuôi cấy chấm 

điểm trên đĩa thạch sử dụng tủ ấm ở 37°C trong 24 giờ để 

ổn nhiệt và tạo ra khuẩn lạc. Trong quá trình nuôi cấy, 

Bacillus sp. S9 sẽ tự tổng hợp enzyme protease và tiết ra 

môi trường đĩa thạch, thủy phân casein và tạo thành vòng 

thủy phân xung quanh khuẩn lạc [4]. 

- Xác định khối lượng phân tử của enzyme protease 

của Bacillus sp. S9 bằng phương pháp điện di Zymogram, 

thực hiện như sau: 15 µL enzyme ngoại bào được trộn với 

2X loading dye. Hỗn hợp này sau đó được đưa vào SDS-

PAGE với 5 % stacking gel và 12% separeting chứa  

0,8 mg/mL casein. Gel được rửa hai lần bằng Triton  

X-100 2,5% (v/v) trong 30 phút ở nhiệt độ phòng và ba 

lần bằng nước cất, sau đó ủ trong đệm phản ứng  

(50 mmol/L Tris - HCl pH 8,3; 50 mmol/L CaCl2) ở 35°C 

trong 2 giờ. Gel được nhuộm bằng Coomassie Brilliant 

Blue R-250 và được nhuộm trong dung dịch metanol 

axetat. Sự xuất hiện của một vùng rõ ràng trên nền xanh 

của gel được đánh giá là hoạt động của protease [7]. Phân 

tử lượng của protease được thực hiện bằng cách so sánh 

với thang chuẩn 161-0371 của Sigma, bao gồm myosin 

(200.000 Da), β-galactosidase (116.250 Da), 

phosphorylase b (97.400 Da), serum albumin (66.200 

Da), ovalbumin (45.000 Da), cacbonic anhydrase (31.000 

Da), tripsin inhibitor (21.500 Da), lysozym (14.400 Da) 

và aprotinin (6.500 Da). Thang chuẩn được chạy trên 

cùng gel với protease, sau điện di được cắt ra và nhuộm 

riêng ngay mà không cần xử lý với casein. 

2.2.3. Bố trí thí nghiệm chiết tách enzyme protease ngoại 

bào của vi khuẩn Bacillus sp. S9 

- Nuôi cấy vi khuẩn Bacillus sp. S9 trong môi trường 

sản xuất protease: Để thu nhận enzyme protease tiến hành 

nuôi cấy Bacillus sp. S9 trong bình tam giác 200 mL, pha 

chế môi trường dinh dưỡng gồm các chất: nước cất vô 

trùng, bổ sung casein 0,05 %; cao thịt 0,3 %; pepton 1,0 %; 

cao nấm men 1,0 %; NaCl 0,5 %. Giống gốc được bổ sung 

vào môi trường dinh dưỡng vô trùng với tỷ lệ là 10 %.  

Tiến hành nuôi cấy vi khuẩn ở t = 35oC, tốc độ lắc  

120 vòng/phút, trong thời gian 14,0 giờ [8]. 

- Chiết xuất enzyme ngoại bào: Enzyme protease ngoại 

bào sau 14 h nuôi cấy trong môi trường sản xuất protease 

được ly tâm 10.000 vòng/phút trong 5 phút. Sau đó, bổ 

sung acetone lạnh theo tỉ lệ (1:4) và ủ qua đêm, ly tâm 

10.000 vòng/phút trong 5 phút và loại bỏ dịch nổi. Để 
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acetone bay hơi hoàn toàn trong vòng 30 phút ở nhiệt độ 

phòng và hoà tan bằng đệm potassium phosphate pH 7,5 

sao cho hoạt độ đạt 250 IU/mg và bảo quản ở nhiệt độ  

0-4oC [4]. Enzyme thu được gọi tắt là Bacillus protease. 

Từ đây, trong phạm vi bài báo này enzyme protease 

ngoại bào thu nhận từ Bacillus sp. S9 được viết tắt là 

“Bacillus protease” đối với enzyme tự do và “Bacillus 

protease cố định” với enzyme cố định để thuận tiện cho 

việc trình bày. 

2.2.4. Cố định enzyme Bacillus protease trên hạt Ca-

alginate và xác định hiệu suất cố định enzyme 

Tiến hành thí nghiệm cố định enzyme Bacillus protease 

trên hạt Ca-alginate theo [3] như Hình 1. 

 

Hình 1. Mô hình minh họa cố định Bacillus protease trên 

Ca-alginate theo [3] 

Chế phẩm Bacillus protease tự do (250 IU/mg) cần 

phải trộn đều với dung dịch Na-alginate 1% theo tỷ lệ 4:1 

(v/v) đến đồng nhất. Sau đó, dùng ống tiêm và kim tiêm 

để nhỏ hỗn hợp “Na-alginate - Bacillus protease” vào 

dung dịch CaCl2 0,1 M (kim tiêm có đường kính lỗ kim 

là 0,30 x 13 mm), sau khi nhỏ sẽ tạo thành các hạt enzyme 

cố định. Hạt enzyme cố định tạo ra sẽ được ngâm trong 

dung dịch tạo gel CaCl2 0,1 M trong 30 phút. Sau khi 

ngâm, hạt enzyme cố định được lọc để loại bỏ dung dịch 

bằng giấy lọc, tiếp tục rửa hạt enzyme 2 lần với nước cất, 

sau đó bảo quản trong bình tam giác có nắp đậy.  

Hạt enzyme cố định được ngâm bảo quản trong nước đã 

khử ion vô trùng ở nhiệt độ 0-4 °C, bảo quản trong vòng 

10 – 15 tuần. Độ lớn của các hạt enzyme cố định được 

xác định bằng thước kẹp Vernier Caliper (0-150 mm) 

thông qua đo đường kính của hạt enzyme cố định, và sau 

đó tính trung bình cho mỗi mẫu thí nghiệm. Hiệu suất gắn 

enzyme tự do lên chất mang (Hcđ) được tính theo công 

thức toán học (1): 

Hcđ =
C1−C2

C1
× 100%        (1) 

Trong đó: C1 – là hàm lượng enzyme (µg/mL) trong dung 

dịch Na-alginate; C2 - là hàm lượng enzyme (µg/mL) trong 

dung dịch CaCl2 sau khi đã tách enzyme cố định (enzyme-

Ca-alginate) và nước vô trùng rửa enzyme cố định. Ở đây, 

phương pháp Bradford được dùng để đo hàm lượng protein 

hòa tan. 

2.2.5. Khảo sát sự phụ thuộc của hoạt tính enzyme Bacillus 

protease cố định vào pH, τ và t bằng phương pháp khảo sát 

đơn biến 

Hoạt độ enzyme protease cố định được khảo sát trong 

mối tương quan sự thay đổi pH môi trường, thời gian (τ) 

phản ứng và nhiệt độ (t) của môi trường phản ứng: pH được 

khảo sát ở các mức pH = 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 và 9,0, 

bước nhảy ƿ = 0,5 (cố định τ = 1,0 h, t = 50oC) để xác định 

pH tối ưu (pHop), thời gian phản ứng τ = 1,0 h được tham 

khảo trong nghiên cứu [8]; thời gian phản ứng tại các thời 

điểm τ = 10; 15; 20; 25; 30; 35; 40 (phút), bước nhảy  

ƿ = 5 phút (giữ pH = 7; t = 50oC) để xác định thời gian phản 

ứng tối ưu (τop); nhiệt độ ở các mức 30, 35; 40; 45; 50; 55 

và 60 (oC), bước nhảy ƿ = 5oC (giữ pH = 7,0 và τ = 35 phút) 

để xác định nhiệt độ phản ứng tối ưu (top). 

2.2.6. Các phương pháp phân tích 

- Xác định hoạt tính protease tự do theo Anson cải tiến 

[9]. Từ 2 ống nghiệm ban đầu, tiến hành cho vào mỗi ống 

nghiệm 5 mL cơ chất (casein 0,65%) và đặt tất cả vào máy 

ổn định nhiệt độ ở 37°C. Sau 5 phút, thêm vào mỗi ống 

nghiệm 1 mL dung dịch enzyme (cũng ở nhiệt độ 37°C) 

với hoạt tính từ 0,1-0,2 IU/mg. Lắc trộn đều và để ở 37°C 

trong 10 phút. Sau đó, thêm vào mỗi ống nghiệm 5 mL 

dung dịch trichloacetic acid 0,11 M, lắc trộn nhanh để 

protein dư và các hợp chất cao phân tử bị kết tủa. Giữ các 

ống nghiệm ở 37°C thêm 30 phút và sau đó lọc lấy dung 

dịch. Tiếp tục, lấy 2 mL dung dịch lọc và 5 mL dung dịch 

Na2CO3 0,5 M cho vào mỗi ống nghiệm, trộn đều và thêm 

1 mL Folin. Sau 30 phút phản ứng, dung dịch sẽ có màu 

xanh, và sử dụng máy so màu ở bước sóng 660 nm để đo. 

Hoạt tính enzyme được xác định dựa trên đường chuẩn 

tyrosin. Mẫu ĐC thì thay dung dịch enzyme bằng 1 mL 

nước cất. Pha dung dịch gốc tyrosin với nồng độ 0,11 M. 

Sau đó, cho dung dịch tyrosin vào 7 ống nghiệm theo thể 

tích tăng dần từ: 0,05; 0,10; 0,20; 0,40; 0,50 và 0,80 (mL). 

Cho vào 7 ống nước cất lượng nước cất tương ứng để tổng 

thể tích mỗi ống nghiệm đạt 2 mL, và mẫu đối chứng có 

 2 mL nước cất. Tiếp theo, thêm vào mỗi ống nghiệm 5 mL 

dung dịch Na2CO3 0,5 M và 1 mL thuốc thử Folin cũng 

như mẫu đối chứng. Hỗn hợp phản ứng được chạy ổn nhiệt 

trong 30 phút, tiếp tục đêm mẫu đi đo bằng máy quang phổ 

với bước sóng 660 nm bằng Máy quang phổ tự động UV-

2650 Spectro UV-VIS RS (Labomed, Hoa Kỳ). Xây dựng 

đường chuẩn tyrosin với trục hoành là nồng độ tyrosin 

(micromoL/mL), trục tung là mật độ quang OD. 

Hoạt độ enzyme tự do được tính theo công thức 2: 

AE =
µmol tyrosine × 11

10 ×2×1
       (2) 

Trong đó: AE là hoạt độ enzyme tính bằng IU/mg;  

11 là tổng thể tích (tính bằng mililit) của mẫu khảo nghiệm;  

10 là thời gian khảo nghiệm (tính bằng phút); 1 là thể tích 

enzyme sử dụng (tính bằng mililit); 2 là thể tích đã sử dụng 

(tính bằng mililít). 

- Hoạt độ của hạt enzyme protease cố định được đo như 

sau: Lấy 1 gr hạt enzyme cố định đưa vào 25 mL đệm Tris-

HCl 0,05M, pH 7,0 để phá vỡ cấu trúc hạt enzyme enzyme 

tự do được giải phóng và sau đó tiến hành đo hoạt độ 

enzyme theo phương pháp Anson cải tiến tương tự như với 

enzyme tự do ban đầu [9]. 



60 Bùi Xuân Đông, Phạm Thị Mỹ 

 

2.3. Phương pháp xử lý số liệu 

- Mỗi thí nghiệm trong nghiên cứu đã được lặp lại ít 

nhất 3 lần, kết quả là giá trị trung bình với sai số. 

- Tất cả các dữ liệu được tính toán và xử lý bằng chương 

trình Microsoft Excel 2010. 

3. Kết quả nghiên cứu và khảo sát 

3.1. Kết quả định danh chủng vi khuẩn S9 bằng kỹ thuật 

định danh phân tử 

Độ thuần khiết của giống gốc là yếu tố rất quan trọng 

trong sản xuất, vì thế việc kiểm tra ban đầu là rất quan trọng. 

  

a b 

Hình 2. Hình thái khuẩn lạc (a) và  

tế bào vi khuẩn S9 x 400 lần (b) 

  

a b 

Hình 3. Điện di sản phẩm DNA tổng số chủng vi khuẩn S9  

(M: GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific);  

1: sản phẩm DNA tổng số của vi khuẩn) và điện di sản phẩm 

DNA tổng số chủng vi khuẩn S9 (M: GeneRuler 1 kb DNA 

Ladder (Thermo Scientific); 1: sản phẩm PCR) 

Phân tích các kết quả xác định độ thuần khiết của giống 

gốc (kí hiệu là vi khuẩn S9) trên đĩa Petri (Hình 2a và 2b) 

nhận thấy, giống không bị thoái hóa và tạp nhiễm, cụ thể: 

lạc khuẩn có cấu trúc hình tròn, xung quanh lạc khuẩn mọc 

dạng răng cưa, có sự nhăn lại trên bề mặt, bằng phương 

pháp nhuộm Gram thì nhận thấy chủng thuộc nhóm Gram 

(+). Những đặc điểm vi thể của giống vi khuẩn S tương 

đồng với mô tả về các chủng Bacillus spp. của Claus và 

Berkeley [10]. 

Vi khuẩn S tiếp tục được định danh bằng sinh học 

phân tử hiện đại: trình tự vùng gen 16S rRNA được giải 

để định danh và tiếp tục dùng công cụ BLAST N để xác 

định độ đồng hình của trình tự gen vi khuẩn S với trình tự 

gen của các dòng vi khuẩn khác trong GenBank cung cấp 

bởi Trung tâm Quốc gia về Công nghệ Sinh học (National 

Center for Biotechnology - NCBI) thuộc Thư viện Y học 

Quốc gia Hoa Kỳ. Kết quả điện di sản phẩm DNA tổng 

số chủng vi khuẩn S được trình bày trên Hình 3a và 3b. 

Kết quả trên Hình 3 cho thấy, DNA tổng số sau khi được 

tách chiết không bị đứt gãy, băng gọn, có thể tiếp tục sử 

dụng làm nguyên liệu cho phản ứng PCR, định danh phân 

tử. Hình ảnh điện di được kiểm tra trên gel 0,8%. Sản 

phẩm PCR có băng đơn, rõ nét và có kích thước khoảng 

1500 bp phù hợp với kích thước dự đoán của vùng trình 

tự 16S rRNA. 

Trình tự nucleotid vùng 16S rRNA của chủng vi khuẩn 

S9 của dòng vi khuẩn S: 

GTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTG

ATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG

TAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAA

ACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGC

ATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCA

CTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTG

GTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGT

AGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGG

ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCA

GCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCT

GACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTT

TCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACA

AGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTA

CCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA

GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGT

CCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCG

GTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCA

ACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTG

AGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTA

GCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACC

AGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGAC

GCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGA

TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG

AGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGT

GCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG

AGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATT

GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG

TTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGG

TCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGAC

GTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCAT

GGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT

TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAG

TTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACT

GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGAC

GTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC

ACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGC

GAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCT

GTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACT

GCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCA

GCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA

CACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACA

CCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTA 

Dựa trên đặc điểm khuẩn lạc cùng với trình tự gen mã 

hoá, vi khuẩn được xác định thuộc chi Bacillus sp. với độ 

tương đồng 99%. Trình tự 16 rRNA của S9 được tiến 

hành so sánh với một số chủng vi khuẩn khác chuẩn trên 

Genbank: Bacillus amyloqiquefaciens NBRC15535, 

Bacillus siamensis KCTC13613, Bacillus velezensis CR-

502, Bacillus velezensis BCRC17467, Bacillus velezensis 

NRRLB-41580, Bacillus subtilis IAM12118, Bacillus 

licheniformis ATCC14580, Bacillus pumilus ATCC7061, 
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Bacillus cereus ATCC14579, Bacillus thuringiensis 

IAM12007, Bacillus benzoevorans NCIMB12555, 

Paenibacillus polymyxa IAM13419 bằng phần mềm 

Mega X. Nhận thấy, trình tự gen của chủng S9 tương đồng 

với chủng Bacillus amyloliquefaciens chủng NBRC 

15535 dựa trên trình tự ở vùng 16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence, tỉ lệ 100%. Bacillus siamensis chủng 

KCTC 13613 dựa trên trình tự ở vùng 16S ribosomal 

RNA gene, partial sequence, tỉ lệ 99,93%. Bacillus 

velezensis chủng CR-502 dựa trên trình tự ở vùng 16S 

ribosomal RNA gene, partial sequence, tỉ lệ 99,93%. 

 

 

Hình 4. Kết quả BLAST trình tự nucleotide vùng 16S rRNA của 

chủng vi khuẩn S9 với dữ liệu ngân hàng gen 

Vì vậy, chủng này được đặt tên là Bacillus sp. S9. Cây 

phát sinh loài của chủng Bacillus sp. S9 được trình bày trên 

Hình 5. Trình tự nucleotide 16S rRNA đã được gửi lên 

ngân hàng gen (GenBank) với mã số MZ386456. 

3.2. Kết quả xác định khả năng sinh tổng hợp protease 

ngoại bào của Bacillus sp. S9 và khối lượng phân tử của 

enzyme protease ngoại bào bằng zymogram 

Bacillus sp. thường được dùng để sản xuất các loại 

enzyme như amylase, protease nhằm phục vụ công nghiệp 

và trong y học. Đại đa số các enzyme thủy phân protein 

đều được sản xuất từ nhiều dòng Bacillus sp. khác nhau, 

đặc biệt là Bacillus subtilis với độ ổn định cao [11], cho 

thấy có thể sản xuất enzyme của dòng vi khuẩn S. Các tác 

giả đã nuôi cấy chấm điểm vi khuẩn S để kiểm chứng khả 

năng sinh enzyme protease ngoại bào và kết quả nhuộm 

màu vòng thủy phân do protease xúc tác chuyển hóa như 

Hình 6, đường kính vòng thủy phân đo được từ 1,7-1,8 

cm [4]. 

Khối lượng phân tử và hoạt tính của enzyme protease 

được đánh giá bằng phương pháp điện di zymogram. Hình 

ảnh zymogram cho thấy hai vùng sáng có độ phân giải 

casein riêng biệt trên gel, khối lượng phân tử đo được là 39 

và 70 kDa (Hình 7). Các dải sáng thu chứng minh enzyme 

protease ngoại bào của vi khuẩn S đã thuỷ phân cơ chất 

casein. Sự xuất hiện của 2 dải băng có kích thước khác nhau 

là do enzyme được sử dụng là enzyme thô, dẫn đến sự hiện 

diện của các cấu trúc cuộn xoắn khác nhau trong cấu trúc 

protein. Các nghiên cứu khác đã báo cáo về protease kiềm 

có kích thước phân tử Bacillus sp. RKY3 (38 kDa) [12] và 

Bacillus sp. SM2014 (71 kDa) [13]. 

 

Hình 5. Cây phả hệ di truyền loài của chủng vi khuẩn Bacillus sp. S9 và một số loài Bacillus sp. khác trên Genbank 

Bảng 1. Kết quả xác định hoạt độ enzyme Bacillus protease cố định và hiệu suất gắn enzyme trên gel Ca-alginate 

Chỉ tiêu (đo đạc) Hàm lượng enzyme (protein) Hoạt độ (AE) Kết quả đo khác 

Kích thước hạt enzyme cố định, mm - - 3.0 

C1
* (μg/mL) 200±0,3 - - 

C2
* (μg/mL) 31,32±0,5 - - 

Hiệu suất gắn enzyme, Hcđ (%) 84,34 - - 

Hoạt độ enzyme tự do, AE tự do (IU/mg) - 250±0,3 - 

Hoạt độ enzyme cố định, AE cố định (IU/mg) - 200,3±0,2 - 

AE còn lại (%) - 80,1 - 

 AE - là chữ viết tắt của hoạt độ enzyme (activity of enzyme); * - tham khảo công thức toán học (2). 
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Hình 6. Khả năng sinh protease ngoại bào của  

chủng Bacillus sp. S9 

 

Hình 7. Điện di Zymogram protease ngoại bào của  

chủng Bacillus sp. S9 

Ngoài ra, một số protease kiềm có trọng lượng: B. 

licheniformis RSP-09-37(55kDa) [14]; B. licheniformis 

(32 kDa) [15]; B. subtilis DM-04 (16.9 kDa) [16]. 

Kết quả tách chiết enzyme protease ngoại bào của vi khuẩn 

Bacillus sp. S9 

Protease là nhóm enzyme vai trò sinh học là thủy phân 

các phân tử protein và tham gia vào nhiều con đường sinh 

hóa khác nhau trong tế bào sống. Trong tế bào và mô, 

protease rất cần thiết vì nó thực hiện nhiều chức năng sinh 

học, ví như, vai trò rất hữu ích của protease trong quá trình 

tiêu hóa, protease giúp phá vỡ các liên kết peptide trong 

protein của thức ăn và giải phóng các acid amin cần thiết 

cho cơ thể hấp thu. 

Thời điểm thu hoạch sinh khối được xác định bằng 

đường cong sinh trưởng của Bacillus sp. S9 (Hình 8), tại 

hoạt độ enzyme protease cực đại là 2,833±0,085 IU/mL tại 

thời điểm 14 giờ, sau 14 giờ động thái sinh trưởng của vi 

khuẩn giảm dần và hoạt độ enzyme protease trong canh 

trường cũng giảm dần từ mốc 14 giờ đến 24 giờ. Sự thay 

đổi này có thể lý giải như sau: sau 14 giờ nuôi cấy, lượng 

tế bào chết tăng dẫn, do vậy, hàm lượng protease được tổng 

hợp và tiết ra môi trường giảm dần; một khía cạnh khác, 

lượng enzyme protease trong canh trường có thể đã bị hư 

hại bởi vi sinh vật và yếu tố tự phân autohydrolysis). 

Hình 9 là mẫu chế phẩm enzyme protease từ Bacillus 

sp. S9, chế phẩm lỏng đồng nhất, có màu nâu đậm, có mùi 

đặc trưng của sản phẩm tương tự như các chế phẩm 

protease khai thác từ các chủng vi khuẩn Bacillus sp., hoạt 

độ protease đo được bằng phương pháp Anson là 

2,833±0,085 IU/mL. 

 

Hình 8. Xác định thời điểm thu enzyme ngoại bào của 

vi khuẩn Bacillus sp. S9 bằng đường cong sinh trưởng 

 

Hình 9. Mẫu chế phẩm enzyme protease từ canh trường vi 

khuẩn Bacillus sp. S9 

3.3. Kết quả cố định enzyme Bacillus protease trên hạt 

Ca-alginate 

Chế phẩm enzyme Bacillus protease cố định trên hạt 

Ca-alginate đã được chế tạo thành công trong điều kiện 

PTN. Enzyme cố định có một số đặc điểm: 1) hình dạng là 

hạt tròn đều, đường kính đạt 3 mm; 2) màu sắc là màu trắng 

đục; 3) hạt enzyme có tính đàn hồi, bền và không bị vỡ 

(Hình 10a và 10b).  

  

a b 

Hình 10. Sự tạo hạt enzyme cố định trên gel Ca-alginate (a) và 

enzyme Bacillus protease cố định trên hạt Ca-alginate (b) 

Kết quả tính toán cho thấy, từ hỗn hợp 250 mL 

protease-Na-alginate khi tạo hạt thu được 140 g hạt ướt. Từ 

Bảng 1, cho thấy hiệu suất gắn enzyme (Hcđ) tính theo hàm 

lượng protein là 84,34 %, hoạt độ (AE) enzyme cố định là 

200,3 IU/mg được đo ở pH = 7, t = 37 oC, thời gian phản 

ứng τ = 10 phút. Kết quả nghiên cứu tương ứng với nghiên 
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cứu của Mai Ngọc Dũng khi cố định enzyme lên hạt  

Ca-alginate, tác giả này công bố hiệu suất cố định đạt trên 

84,6 % [17]. 

3.4. Kết quả xác định các đặc tính của enzyme Bacillus 

protease cố định bằng phương pháp khảo sát đơn biến 

Hoạt độ enzyme phụ thuộc vào nhiều yếu tố như: pH, t, 

thời gian phản ứng, chất hoạt hóa, chất kìm hãm,… nên khi 

khám phá các đặc tính enzyme người ta thường xem xét 

ảnh hưởng của các yếu tố này lên hoạt độ enzyme. 

pH của môi trường phản ứng là một trong những yếu tố 

ảnh hưởng đến hoạt độ của enzyme, tốc độ phản ứng 

enzyme tăng hay giảm phụ thuộc vào pH môi trường phản 

ứng, do đó, mỗi enzyme có một vùng pH hoạt động tối ưu, 

tức là ở vùng pH đó tốc độ phản ứng enzyme đạt mức cao 

nhất [7]. Sự phụ thuộc của hoạt độ enzyme Bacillus 

protease cố định trên gel Ca-alginate vào pH môi trường 

phản ứng được trình bày trên Hình 11. Đồ thị trên Hình 11 

cho thấy rằng, hoạt độ của enzyme cố định tăng dần trong 

khoảng pH từ 6 đến 7 và giảm dần trong khoảng pH từ 7 

đến 9. Hoạt độ enzyme Bacillus protease cố định trên gel 

Ca-alginate đạt giá trị cực đại (200,3 IU/mg) tại pH = 7. Do 

đó, pH tối ưu của Bacillus protease cố định có xu hướng 

dịch chuyển về vùng pH thấp hơn so với enzyme tự do, 

điều này làm phản ánh trong nghiên cứu của tác giả Qamar 

và đồng nghiệp vào năm 2020 là tương đồng với nhau [3]. 

 

Hình 11. Sự phụ thuộc của hoạt độ của enzyme Bacillus 

protease cố định trên gel Ca-alginate vào pH môi trường phản 

ứng. Enzyme Bacillus protease tự do hoạt động tốt nhất trong 

môi trường có pH 7,5-8,5; Trong khi đó, enzyme Bacillus 

protease cố định trên gel Ca-alginate hoạt động tốt trong môi 

trường pH = 7,0-7,5, hoạt độ cực đại tại điểm pH 7,0 

Trong phản ứng enzyme, nhiệt độ đóng vai trò quan 

trọng trong việc quyết định tốc độ của phản ứng. Tuy nhiên, 

nhiệt độ cũng có thể làm cho enzyme trở nên không hoạt 

động hoặc bị biến đổi cấu trúc [3]. Hình 12 thể hiện kết quả 

của việc khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ môi trường lên 

hoạt độ của Bacillus protease cố định. Phân tích kết quả 

cho thấy, hoạt độ của Bacillus protease cố định đạt giá trị 

cực đại (199,5 IU/mg) ở t = 50°C. Hoạt độ của Bacillus 

protease cố định tăng dần ở vùng nhiệt độ từ 45°C đến 

55°C và khi tiếp tục tăng nhiệt độ lên trên 55°C thì hoạt độ 

bắt đầu giảm. Hiện tượng này có thể được giải thích bởi 

việc ở nhiệt độ cao, Bacillus protease trở nên không ổn định 

nhiệt và bắt đầu bị biến đổi cấu trúc [7].  

 

Hình 12. Sự phụ thuộc của hoạt độ của enzyme Bacillus protease 

cố định trên gel Ca-alginate vào nhiệt độ môi trường. Enzyme 

Bacillus protease tự do có nhiệt độ tối ưu - top = 50oC, còn enzyme 

Bacillus protease cố định hoạt động tốt ở khoảng nhiệt độ rộng 

hơn từ 45oC đến 55oC có khả năng chịu nhiệt tốt hơn 

 

Hình 13. Sự phụ thuộc của hoạt độ của enzyme Bacillus 

protease cố định trên gel Ca-alginate vào thời gian phản ứng. 

Với cơ chất là casein, enzyme Bacillus protease tự do cần 

10 phút để đạt vận tốc phản ứng cực đại, enzyme Bacillus 

protease cố định đạt vận tốc cực đại ở thời điểm 35 phút, và 

chậm hơn so với enzyme tự do 

Theo phương pháp Anson cải tiến, thời gian phản ứng 

để đo hoạt độ enzyme tự do là 10 phút, ở đây, enzyme tự 

do phân tán đều trong môi trường phản ứng. Tuy nhiên, đối 

với Bacillus protease cố định, khả năng phân tán kém hơn 

dẫn đến việc enzyme tiếp xúc kém hơn với cơ chất, vì thế, 

xác định thời gian phản ứng tối ưu của Bacillus protease cố 

định là cần thiết. Kết quả xác định sự phụ thuộc của hoạt 

độ của enzyme Bacillus protease cố định trên gel  

Ca-alginate vào thời gian phản ứng trình bày trên Hình 13. 

Đồ thị trên Hình 13 cho thấy rằng thời gian phản ứng tối 

ưu của enzyme là 35 phút, với hoạt độ cực đại đạt  

180,03 IU/mg. Từ 10 phút đến 35 phút, hoạt độ của 

Bacillus protease tăng dần, có thể giải thích bởi hiệu ứng 

của quá trình khuấy đảo, làm cho cơ chất tiếp xúc tốt hơn 

với enzyme. Tuy nhiên, sau thời điểm 35 phút, hoạt độ của 

enzyme bắt đầu giảm dần, có thể là do enzyme bị ức chế 

bởi các sản phẩm phản ứng tích tụ, làm giảm sự tiếp xúc 

của cơ chất với trung tâm hoạt động của enzyme. Nhóm 

nghiên cứu đề xuất bổ sung một lượng CO2 hóa lỏng phù 

hợp để tăng cường khả năng phân tán của cơ chất, từ đó 

tăng ái lực của cơ chất với enzyme. 
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4. Kết luận 

Những kết luận khoa học có thể rút từ nghiên cứu này 

như sau: 

- Đã định danh được chủng vi khuẩn S9 bằng kỹ thuật 

định danh phân tử là vi khuẩn thuộc chi Bacillus sp. và 

được đặt tên là Bacillus sp. S9. Bacillus sp. S9 thuộc nhóm 

vi khuẩn Gram (+), có hoạt tính sinh enzyme protease 

ngoại bào, hoạt độ enzyme protease ngoại bào đo được là 

2,833±0,0853 IU/mL canh trường (đã tách sinh khối). 

Bằng kỹ thuật điện di zymogram xác định được khối lượng 

phân tử của enzyme protease ngoại bào của Bacillus sp. S9 

là 39 kDa và 70 kDa.  

- Nhóm nghiên cứu đã chế tạo thành công enzyme 

Bacillus protease cố định trên gel Ca – alginate. Enzyme 

Bacillus protease có một số đặc tính như: pH tối ưu  

pHop = 7, nhiệt độ phản ứng tối ưu top = 50°C, thời gian 

phản ứng tối ưu τop = 35 phút; hoạt độ enzyme cố định đo 

được ở điều kiện tối ưu là 180,03 IU/mg. Hiệu suất gắn 

enzyme protease lên chất mang (Ca-alginate) đo được là 

84,34 % (so với lượng enzyme tự do ban đầu). 

Lời cám ơn: Bài báo này được tài trợ bởi Trường Đại học 

Bách khoa - Đại học Đà Nẵng thuộc Đề tài có mã số 

B2022-DN02-07. 
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